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Razlog za nastanek mnogih bolezni je nenormalna ekspresija proteinov oziroma motnja v 
prenosu signalov, zato je ena izmed obetavnih metod zdravljenja nadzorovanje teh 
mehanizmov. Protein toplotnega šoka 90 (Hsp90) je pomemben in evolucijsko ohranjen 
šaperon, ki se v evkariontih izraža v povečani meri med celičnim stresom z namenom 
zmanjšanja celičnih poškodb. V celici je Hsp90 regulator genskega izražanja, proliferacije in 
celičnega cikla ter sodeluje pri dozorevanju več kot 300 proteinov, zato lahko opazimo, da 
motnje izražanja Hsp90 lahko povzročijo povečano izražanje proteinov, ki so induktorji 
patoloških stanj. S tem razlogom je Hsp90 postal pomembna tarča za razvoj zaviralcev, ki lahko 
s svojim delovanjem ustavijo zvijanje in dozorevanje številnih patoloških proteinov. Do danes 
so kar nekaj zaviralcev N-končne domene Hsp90 vrednotili v kliničnih študijah, vendar so 
razvoj večine, predvsem zaradi toksičnosti in aktivacije odziva toplotnega šoka, ustavili. V 
zadnjih dvajsetih letih se je po odkritju alosteričnega vezavnega mesta v C-končni domeni 
proteina veliko skupin usmerilo v razvoj alosteričnih zaviralcev, ki pa za razliko od N-končnih 
zaviralcev ne povzročajo aktivacije odziva toplotnega šoka in so v splošnem manj toksični.  
Ker še ni bilo eksperimentalno določene strukture Hsp90, ki bi imela kokristaliziran alosterični 
zaviralec C-končne domene, smo se odločili, da z računalniškimi metodami raziščemo model 
vezave, kar bi izboljšalo nadaljnje načrtovanje zaviralcev. Z uporabo računalniškega sidranja, 
simulacijami molekulske dinamike in uporabo zaviralcev, katerih aktivnost je poznana, smo 
predlagali model vezave nekaterih najaktivnejših učinkovin, kar da globlji vpogled v vezavni 
žep in interakcije, ki so pomembne za zaviralno aktivnost. Ker je vezavni žep v C-končnem 
delu zelo voluminozen, je raziskava potekala v dveh delih. Najprej smo se posvetili iskanju 
vezavnega mesta, v katerega se veže referenčna spojina TVS-21 in njeni analogi. Drugi del 
raziskav je bilo odkrivanje odnosa med strukturo in delovanjem spojin. Izbrali smo več spojin, 
tako aktivnih kot neaktivnih, ki smo jih sidrali v izbran vezavni žep. S tem smo želeli razložiti, 
kako posamezna modifikacija vpliva na model vezave sorodnih spojin. Spoznanja, ki smo jih 
pridobili z raziskovanjem vezav alosteričnih zaviralcev, nam bodo v prihodnje olajšala 
načrtovanje novih zaviralcev z močnejšim delovanjem na Hsp90. Zavedati se moramo, da so 
predlagani modeli le hipotetični in bi za podporo le teh potrebovali še rezultate 
eksperimentalnih metod, kot so testi mutageneze in/ali raziskave STD-NMR. Za nadaljnje 
raziskave in modifikacije bi bilo smiselno uporabiti spojino 8 kot referenčno spojino in 
referenčni model vezave. 
Ključne besede: alosterični zaviralci, Hsp90, model vezave, računalniške metode, SAR 
 




Many diseases are caused by abnormal protein expression or impaired signal transduction. 
Therefore, one of the promising targets for treatment of various diseases is to control these 
mechanisms. Heat shock protein 90 (Hsp90) is an important and evolutionarily conserved 
chaperone whose expression in eukaryotes increases during cellular stress in order to reduce 
cellular damage. Hsp90 is a cellular regulator of gene expression, proliferation, cell cycle and 
is responsible for maturation of over 300 proteins. It can be observed that dysregulation of 
Hsp90 expression can cause increased expression of proteins, which in turn are inducers of 
pathological conditions. For this reason, the protein has become an important target for the 
development of inhibitors that can, by acting on Hsp90, stop the folding of a wide range of 
pathological proteins. To date, quite a few inhibitors of the Hsp90 N-terminal domain have 
entered clinical trials, but most have been discontinued due to toxicity and heat shock response 
activation. In the last twenty years, following the identification of an allosteric binding site in 
the C-terminal domain of Hsp90, many groups have focused their research on the development 
of allosteric inhibitors, which unlike N-terminal inhibitors, do not activate the heat shock 
response and are generally less toxic. 
Since there has been no experimentally determined structure of Hsp90 co-crystallized with 
allosteric C-terminal domain inhibitor, we decided to use computational methods to determine 
the binding mode, which would improve further design of allosteric inhibitors. Using 
computational docking, molecular dynamics simulations, and a library of active compounds 
with known activities, we proposed a binding model of some of the most potent compounds 
that gives us a deeper insight into the binding pocket and interactions relevant to the inhibitory 
activity. Because the binding pocket in the C-terminal domain is very voluminous, the research 
was conducted in two parts, where we initially focused on locating the binding site where the 
reference active compound TVS-21 and its derivatives bind. The second part of the research 
was to establish structure-activity relationship of the previously prepared Hsp90 inhibitors. We 
selected several active and inactive compounds, which we docked in the selected binding 
pocket. With this, we wanted to explain how an individual modification affects the binding of 
related active compounds. The lessons learned from the research of the binding of allosteric 
inhibitors will enable the design of new compounds with improved activity in the future. 
However, we must be aware that the proposed models are only hypothetical and the results of 
experimental methods, such as site-directed mutagenesis and/or STD-NMR experiments, would 
be needed to support our findings. Compound 8 should be used as the reference compound and 
reference binding model for further research and optimisation. 
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Seznam okrajšav 
ADP adenozin difosfat 
Aha1 aktivator Hsp90 ATPaze-1 
Akt protein kinaza B 
ATP adenozin trifosfat 
Cdc37 košaperon Hsp90, ki usmerja protein do tarčnih kinaz 
Cdk od ciklinov odvisna kinaza (angl. cyclin-dependent kinase) 
CFTR regulator transmembranske prevodnosti pri cistični fibrozi (angl.  cystic 
fibrosis transmembrane conductance regulator) 
CHIP protein, ki zavira ATPazno aktivnost Hsp70 in med drugim vsebuje 
aktivnost ubikvitin ligaze E3 (angl. C-terminus of HSC70 
Interacting Protein) 
CKD C-končna domena 
Cyp citokrom P450 - superdružina monooksigenaz, ki vsebujejo hem kot 
kofaktor 
ERBB2 človeški receptor tirozin kinaze erB-2; ERBB je okrajšava za eritroblastni 
onkogen B 
FDA ameriška Uprava za hrano in zdravila (angl. Food and Drug 
Administration) 
FKBP družina proteinov s prolil izomerazno aktivnostjo (angl. FK506 binding 
protein) 
GDA geldanamicin 
Grp94 homologna oblika Hsp90, ki se nahaja v endoplazemskem retikulumu 
(angl. 94 kDa glucose-regulated protein) 
HCK tirozin kinaza HCK 
Hip košaperon, ki stabilizira Hsp70 (angl. Hsp70 interacting protein) 
Hop košaperon, ki združi šaperona Hsp70 in Hsp90 (angl. Hsp70-Hsp90 
organising protein) 
HSF1 faktor toplotnega šoka – 1 (angl. heat-shock factor – 1) 
Hsp protein toplotnega šoka/stresni protein (angl. heat shock protein) 
HSR odziv toplotnega šoka (angl. heat-shock response) 
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HtpG bakterijski homolog človeškega Hsp90 (angl. high-temperature protein G) 
HTS rešetanje visoke zmogljivosti (angl. high-throughput screening) 
IC50 srednja zaviralna koncentracija 
JAK Janusove kinaze 
MCF-7 človeška celična linija raka dojke  
MD  molekulska dinamika 
MDM2 ubikvitin ligaza E3, ki je pomemben negativni regulator tumorskega 
supresorja p53 (angl. mouse double minute 2 homolog) 
NB novobiocin 
NKD N-končna domena 
NLR NOD-u podobni receptorji (angl. NOD-like receptors) 
NMR jedrska magnetna resonanca 
OPLS polje sil, ki simulira termodinamske lastnosti topila (angl.  optimized 
potentials for liquid simulations) 
PDB kristalografska baza podatkov 3D struktur bioloških makromolekul (angl. 
Protein Data Bank) 
PP5 protein fosfataza 5 (angl. protein phosphatase 5) 
RAD družina proteinov Rad, ki sodelujejo pri popravljanju DNA 
RISC RNA-induciran utiševalni kompleks (angl. RNA-induced silencing 
complex) 
RMSD povprečen kvadratni odklon razdalj (angl. root-mean-square distance) 
RNA polII RNA polimeraza II 
R2TP Rvb1-Rvb2-Tah1-Pih1 kompleks, sodeluje pri procesiranju snoRNA in 
dozorevanju RNA polimeraze II 
SAR odnos med strukturo in delovanjem (angl. structure-activity relationship) 
SD srednja domena 
SGTA/Sgt1 majhen, z glutaminom bogat protein alfa s trikopeptidnim zaporedjem 
(angl. small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein 
alpha) 
siRNA mala interferenčna RNA (angl. small interfering RNA) 
SKBr3  človeška celična linija raka dojke 
SP standardno sidranje (angl. standard docking precision) 
Src proto-onkogena Src tirozin kinaza 





STAT signalni prenašalec in aktivator transkripcije (angl. signal transducer and 
activator of transcription) 
STD-NMR jedrska magnetna resonanca s povečanim protonskim nasičenjem (angl. 
saturation transfer difference NMR) 
TPR tetratrikopeptidno zaporedje (angl. tetratricopeptide repeat) 
TRAP1 protein 1, povezan z receptorjem tumor nekrotičnih faktorjev (angl. TNF 




vrsta ubikvitin ligaze E3 (angl.  ubiquitin-like, containing PHD and RING 
finger domains, 1) 
van der Waals 
v-erbA znotrajcelični transkripcijski faktor 






Slika 1: Primerjava strukturnih regij izooblik Hsp90. Posamezne shematske reprezentacije domen 
izooblik Hsp90, N (N-končna domena), C (C-končna domena), M (srednja domena) in linker imajo s  
števili 1-765 prikazano dolžino aminokislinskega zaporedja. Pod posamezno domeno so zapisani 
substrati, ki se nanjo vežejo, nad njimi pa je zapisana funkcija te domene. Z rdečo označeni 
aminokislinski zaporedji MEEVD in KDEL sta značilni za posamezno izoobliko.  (prirejeno po (1)). 
Družina 90 kDa velikih stresnih proteinov, v katero uvrščamo Hsp90, je široko izražena skupina 
šaperonov, ki jo najdemo v organizmih vseh kraljestev, razen v arhejah (2, 3). Ta družina 
proteinov igra bistveno vlogo pri celični signalizaciji, proliferaciji in preživetju celic, tako da v 
normalnih razmerah predstavlja 1-2% vseh celičnih proteinov, ki pa se lahko v stresnih 
situacijah, kot so izpostavljenost celice vročini, težkim kovinam, hipoksiji in nizkemu pH, 
poveča celo do 10-krat (4-9). V sesalskih celicah lahko najdemo štiri homologne oblike, ki se 
nahajajo v različnih delih celice (Slika 1) (10). Hsp90α in β se večinoma nahajata v citosolu, 
deloma tudi v jedru, TRAP1 je v mitohondriju, v endoplazemskem retikulumu pa se nahaja 
Grp94 (11). Magistrska naloga zajema predvsem Hsp90α in β, ki si delita več kot 95% genske 
podobnosti, medtem ko so drugi širše opisani v članku Roughley in sod., ki med drugim opisuje 
tudi homologe v drugih organizmih, kot je Hsp90 v rastlinah, in HtpG, ki je homolog 
evkariontskega Hsp90, v bakterijah (1, 11). Hsp90α in β se nahajata v citosolu, kjer se prvi 
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izraža inducibilno, drugi pa konstitutivno (12). V celicah obstajata v velikih večproteinskih 
kompleksih z različnimi košaperoni, kot so Aha1, Cdc37, Hip, Hop, Hsp70 in p23, kar je 
podrobneje opisano v poglavju Regulacijski mehanizem Hsp90. Njuna glavna vloga je zvijanje 
proteinov in sodelovanje pri njihovem strukturnem dozorevanju, stabilizaciji in aktivaciji. Do 
zdaj je bilo identificiranih več kot 300 proteinov substratov, ki so povezani s celičnimi 
signalnimi potmi, saj jih največ spada v družino steroidnih receptorjev, transkripcijskih 
faktorjev in protein kinaz (1). ATPazna aktivnost, konformacijska dinamika in sodelovanje s 
košaperoni so nujni za biološko aktivnost Hsp90. Sama dinamika vključuje tako spremembe v 
posamezni domeni, kot tudi spremembe vseh domen relativno glede na druge. Šaperonski cikel 
– mehanizem, s katerim Hsp90 opravlja svojo funkcijo, je zelo kompleksen krog zaporednih 
vezav različnih košaperonov, konformacijskih sprememb samega proteina in hidrolize ATP.  
Mnoge raziskave so pokazale, da igra Hsp90 pomembno vlogo v različnih patoloških stanjih, 
kot so nevrodegenerativne bolezni, infekcije in rak, zato predstavlja zanimivo terapevtsko tarčo 
(13). Že samo pri raku je Hsp90 zelo pomemben za razvoj malignosti, saj se njegova ekspresija 
poveča za 2–10-krat v primerjavi z ekspresijo v normalnih celicah (14). Kot že prej omenjeno, 
je Hsp90 močno povezan z receptorji za hormone, transkripcijskimi faktorji in protein 
kinazami. Slednje so tudi same neposredno povezane z nastankom malignosti, prav tako pa je 
sam Hsp90 povezan tudi z mutiranimi onkogenimi proteini, ki so pogosto njegovi substrati, 
nujnimi za spremenjeni fenotip celice (15). Že samo zaradi teh razlogov so bili v zadnjih 20 
letih zaviralci Hsp90 tema mnogih raziskav, saj lahko z zaviranjem Hsp90 delujemo na rakavo 
obolenje na številnih mestih (7, 16). Prvi dokazi vloge Hsp90 pri raku so rezultat raziskav dveh 
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1.1.1 Struktura Hsp90 
Pri ljudeh se Hsp90 nahaja v homodimernem stanju, v katerem ima vsaka monomerna enota tri 
domene (Slika 1, 2). N-končna domena (NKD), velika 25 kDa, je odgovorna za vezavo ATP in 
košaperonov ter sodeluje pri hidrolizi ATP. 
Srednja domena (SD), velika 35 kDa, sodeluje pri 
hidrolizi ATP, vezavi in zvijanju proteinov 
substratov ter pri vezavi košaperonov, medtem ko 
je C-končna domena (CKD), velika 12 kDa, 
odgovorna za dimerizacijo monomerov proteina 
ter vsebuje Met-Glu-Glu-Val-Asp (MEEVD) 
motiv, ki ima pomembno vlogo pri interakcijah s 
košaperoni, ki vsebujejo tetratrikopeptidno 
zaporedje (TPR) (13, 19). NKD in SD sta prav tako 
povezani z dolgim, fleksibilnim in nabitim 
linkerjem, ki regulira kontakte med domenama, 
prav tako pa je odgovoren za translokacijo Hsp90 
v jedro ob vezavi določenih substratnih proteinov 
in v stresnih situacijah (20, 21). Kasneje so odkrili 
še dodatni žep za vezavo ATP, ki pa se nahaja v 
CKD, v katerega se veže novobiocin in njegovi analogi (22, 23). (24) 
 
Slika 2: Struktura in domene Hsp90 
(prirejeno po (23)). 
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1. 1. 2 Regulacijski mehanizem Hsp90 
 
Slika 3: Shema reakcijskega mehanizma Hsp90 (prirejeno po (1)). 
Na splošno je delovanje Hsp90 podobno kleščam. Obe polovici klešč sta povezani z 
dimerizacijo CKD, čeljust pa predstavlja NKD. Hidroliza ATP in vezava košaperonov v N-
končnem delu nadzirata odprto ali zaprto konformacijo proteina (13). Košaperoni imajo dve 
primarni vlogi, ki pa se lahko prekrivata. Prva vloga je zaviranje ali pospeševanje hidrolize 
ATP, druga pa je identificiranje/rekrutiranje tarčnih proteinov, za katere so nekateri košaperoni 
selektivni. Funkcije in interakcije z domenami Hsp90 so prikazane v Preglednici I (1, 13). 
Katalitični cikel Hsp90 se lahko razdeli na korake, ki so shematsko prikazani na Sliki 3. Ko 
ATP ni vezan, je Hsp90 v večini v odprti konformaciji v obliki črke V (13). Ko Hsp70 
identificira nezvite substrate, so le-ti predstavljeni Hsp90 s pomočjo s stresom induciranega 
Hsp70/Hsp90 organizacijskega proteina (HOP), ki med drugim tudi stabilizira odprto 
konformacijo Hsp90 (1, 13). S tem procesom nezvite substrate prepoznajo, na srednjo domeno 
vezani, košaperoni. Naslednji korak je vezava ATP na NKD in zaprtje vezavnega mesta za ATP 
z nekaj aminokislin dolgo zanko (t.i. pokrov, angl. »lid«) (25). Za tem se sproži ATPazna 
aktivnost z aktivatorjem Hsp90 ATPaze-1 (Aha1), ki poteka sočasno z disociacijo Hsp70 in 
HOP. To privede do dimerizacije NKD monomerov Hsp90, ki jo imenujemo prvo zaprto stanje 
(13, 26). p23 interagira z obema NKD in stabilizira drugo zaprto stanje kompleksa, ki pomeni 
asociacijo NKD s SD, kar povzroči hidrolizo ATP preko peptidil-prolil cis-trans izomeraze 
(PPIaza) na NKD Hsp90 in sproži zvijanje substratnega proteina. Temu sledi sprememba v 
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odprto konformacijo Hsp90, ki ji sledi sprostitev zvitega proteina, p23, ADP in fosfata (Pi) ter 
vrnitev Hsp90 v prvotno stanje (13, 27). Ko je aktivnost Hsp90 zavirana na katerikoli izmed 
teh stopenj, to pripelje do prekinitve zvijanja substrata in s tem tudi do njegove ubikvitinizacije 
ter posledične razgradnje s pomočjo proteasoma (1). 
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1.1.3. Substrati Hsp90 
Hsp90 je potreben za pravilno dozorevanje in aktivacijo več kot 300 ključnih celičnih proteinov 
in proteinskih kompleksov (1). Proteine, na katere deluje Hsp90, imenujemo proteini substrati 
in številni med njimi imajo pomembno vlogo v signalnih poteh. Zaradi široke palete proteinov 
substratov je Hsp90 centralni modulator pomembnih procesov, ki vključujejo vse od zvijanja 
proteinov do popravljanja DNA, razvoja imunskega sistema, signalizacije nevronov in mnogih 
drugih procesov (Preglednica II) (28). Prvi proteini, katerih raziskave so pokazale odvisnost od 
Hsp90, so bili receptorji steroidnih hormonov in protein kinaz, zato je mehanizem dozorevanja 
in aktivacije le-teh najboljše raziskan (29-31). Skupina dr. Picarda iz Ženeve že vrsto let 
vzdržuje obširen in ažuren seznam proteinov, s katerimi interagira Hsp90 (32). Kvantitativna 
analiza od Hsp90 odvisnih proteinov je pokazala, da je okoli 60% človeškega kinoma (Akt, 
Cdk4/6, B-Raf, Pik1, Src in nekatere tirozin kinaze) neposredno ali posredno vezanega na 
delovanje Hsp90 (33). Transkripcijski faktorji zajemajo manjši delež, saj jih je približno 7% 
substratov Hsp90 (HSF1, p53, v-erbA itd.) (33, 34). Tudi okoli 30% ubikvitin ligaz E3 je 
vezanih na delovanje Hsp90 (33, 34). Pri Hsp90 lahko proteine substrate razdelimo v tri večje 
skupine: (i) kinaze, pri katerih Hsp90 pripomore k nastanku specifične, aktivne konformacije; 
(ii) večproteinski kompleksi, kot je kinetohor, kompleks R2TP, telomerni kompleks, RNA 
polimeraza II, PIKK (fosfatidilinozitol 3-kinazi-sorodna protein kinaza) in 26S proteasom, ki 
jih pomaga sestaviti (35);  (iii) proteini, ki jim stabilizacija odprte-vezavne konformacije s 
Hsp90 olajša vezavo ligandov. V zadnjo skupino sodi vezava steroidnih hormonov na steroidni 
receptor, vezava hema v gvanilil ciklazo, nalaganje siRNA v kompleks argonavt 2 (AGO2) in 
stimulacija asociacije telomeraze z DNA (13). Poleg steroidnih receptorjev so ostali člani 
razširjene družine jedrnih receptorjev prav tako odvisni od Hsp90, vključno s peroksisomskim 
proliferatorjem aktiviranimi receptorji (PPAR), arilnim hidrokarbonskim receptorjem (AhR), 
konstitutivnim androstanskim receptorjem (CAR), pregnanskim X-receptorjem (PXR) in 
receptorji vitamina D (VDR) (34). Ta kategorizacija povzame velik del interakcij med Hsp90 
in njegovimi proteini substrati, vendar pa ni celostna, saj so drugi proteini iz strukturno in 
funkcionalno zelo različnih skupin – nekateri ribosomski proteini, mnoge virusne polimeraze 
in plaščni proteini, telomeraze, proteini NLR v rastlinah in drugi proteini povezani z 
nevrodegenerativnimi stanji, kot sta proteina tau in α-sinuklein (34). Za Hsp90 je tako kot za 
ostale šaperone značilno, da ne deluje sam, ampak številni košaperoni regulirajo njegovo 
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aktivnost in dajejo specifičnost samemu mehanizmu zvijanja (32, 36). Veliko košaperonov  je 
bilo prvič odkritih zaradi sodelovanja pri aktivaciji steroidnih receptorjev, kar vključuje p23, 
FKBP51/52, FKBPL, Cyp40 in PP5 (37). Poleg vseh funkcij Hsp90 v homeostatskem stanju 
pa je ta protein, kot je opisano kasneje, tudi zelo pomemben v patoloških stanjih, zato je 
pričakovano, da je že vrsto let tarča raziskav zdravljenja mnogih bolezni. 
Preglednica II: Proteini substrati Hsp90 in njihova vloga v patoloških stanjih (povzeto po (1, 13)). 
Protein substrat Funkcija Bolezen 
Receptorji steroidnih hormonov 
Glukokortikoidni receptor Odziv na glukokortikoide Cushingov sindrom 
Mineralokortikoidni receptor Odziv na mineralokortikoide Kronična ledvična bolezen 
Progesteronski receptor Odziv na progesteron Rak 
Androgenski receptor Odziv na androgene Spinobulbarna mišična 
atrofija 
Estrogenski receptor Odziv na estrogene Rak 
Kinaze 
Akt  Mitogena signalizacija Rak 
Cdk4 Nadzor celičnega cikla Rak 
Erbb2 Receptor za epidermalni 
rastni dejavnik 
Rak 
Hck Imunski odziv Rak 
Jak1 in/ali Jak2 Citokinska signalizacija Rak 
Src Konstitutivno izražene 
tirozinske-kinaze 
Rak 
Ubikvitin ligaze E3   
Mdm2 Razgradnja p53 Rak 
Uhrf1 Metilacija DNA Rak 
Transkripcijski faktorji 
p53 Tumor supresorski protein Rak 
Oct4 Embrionalni razvoj Rak 
HIF1α Angiogeneza Rak 
PPARα, PPARβ, PPARγ Metabolizem glukoze in 
maščob 
Diabetes mellitus 
STAT2, STAT3, STAT5 Citokinska signalizacija Rak 
Drugi 
Kalcineurin Imunski odziv Revmatoidni artritis 
CFTR Kloridni kanali Cistična fibroza 
Tau Stabilizacija mikrotubulov Alzheimerjeva bolezen 
RAD51 in/ali RAD52 Popravljanje DNA Rak 
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1.2 Vloga Hsp90 v patoloških stanjih 
Ker je Hsp90 glavni šaperon v človeški celici, povečano izražanje igra pomembno vlogo v 
povečani akumulaciji mnogih substratov, ki so kritični patogeni faktorji bolezni, vključno z 
rakom, nevrodegenerativnimi boleznimi in infekcijami (Preglednica III). Zaradi interakcije s 
široko paleto patogenih dejavnikov je zaviranje Hsp90 obetavna tarča zdravljenja različnih 
bolezni. 
Preglednica III: Bolezenska stanja, pri katerih sodeluje Hsp90 (povzeto po (13)). Seznam ni popoln. 
Nalezljive bolezni 





















S 17. kromosomom povezana 










Rak debelega črevesja 
Rak prostate 
 
1.2.1 Hsp90 in rakava obolenja 
Rakava obolenja so eden glavnih vzrokov smrti v svetu. V razvitem svetu je rak prostate 
najpogosteje diagnosticiran rak pri moških in drugi najpogostejši razlog z rakom povezanih 
smrti (38). Pri ženskah je najpogosteje prisoten rak dojk, ki prizadene 1 od 7 žensk po vsem 
svetu (39, 40).  Čeprav je bilo v 21. stoletju mnogo napredkov na področju zdravljenja raka, pa 
je na žalost pri mnogih primerih (vključno z rakom prostate in rakom dojk) prognoza še zmeraj 
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zelo slaba. Zato je nujen razvoj novih učinkovin in terapevtskih pristopov, s katerimi bi lahko 
nadzorovali rast tumorjev in njihovo metastaziranje. V zadnjih nekaj desetletjih je bil razvoj 
osredotočen na spojine, ki ciljajo samo en protein, s pričakovanjem, da bi s tem povečali 
selektivnost za rakave celice in minimizirali neželene učinke. Vendar ta pristop ni nujno 
najboljši, saj ciljanje le ene tarče pogosto povzroči kompenzacijsko aktivacijo alternativnih poti 
in inducira hiter razvoj rezistence. Trenutno sta v ospredju dve metodi zdravljenja rakavih 
obolenj: (i) zaviranje centralnega regulatornega proteina, ki regulira več onkogenih poti, kar 
pripelje do zaviranja številnih poti rasti tumorja in prepreči razvoj rezistence, pri čemer pa mora 
spojina izkazovati selektivnost le za tarčni protein; (ii) uporaba kombinacije zdravil, pri čemer 
vsaka spojina inhibira eno izmed razvojnih poti tumorja (41-43). Hsp90 je bil prepoznan kot 
idealna onkogena tarča, saj igra pomembno vlogo pri stabilizaciji, rasti in aktivaciji več kot 300 
proteinov, med katerimi je mnogo znanih onkoproteinov. Tako lahko z zaviranjem Hsp90 
vplivamo na vseh šest znakov tumorskih celic, ki so (i) povečana ekspresija rastnih signalov, 
(ii) rezistenca na antiproliferatorne signale, (iii) izogibanje apoptozi, (iv) neskončno deljenje 
celic, (v) aktivacija angiogeneze in (vi) invazija v tkiva ter metastaziranje (43). V rakavih 
celicah se lahko izražanje Hsp90 poveča celo do 10-krat zaradi povečanega števila mutiranih 
in napačno zvitih proteinov, ki se nalagajo v rakavih celicah, zaradi česar so rakave celice veliko 
bolj odvisne od delovanja Hsp90 kot normalne celice (44). Tako lahko z zaviranjem Hsp90 
dosežemo zmanjšano rast ali celo zdravljenje nekaterih rakavih obolenj, kar je bilo podprto z 
mnogimi kliničnimi študijami zaviralcev Hsp90 (45). 
1.2.2 Hsp90 in nevrodegenerativne bolezni 
Eden od znakov staranja je upadanje sposobnosti celic za vzdrževanje homeostaze proteinov 
ali t.i. proteostaze. Tako vedno pogosteje prihaja do nepravilnega zvitja in agregacije proteinov, 
kar vodi v nevrodegenerativne bolezni, kot sta Alzheimerjeva in Parkinsonova bolezen (46).  
Alzheimerjeva bolezen je ireverzibilna nevrodegenerativna bolezen, katere celotna patogeneza 
ni povsem znana. Dva primarna razloga za nastanek naj bi bila povečana akumulacija amiloida-
β v senilnih plakih in čezmerno fosforiliranje proteina tau, kar ima za posledico nastanek 
nevrofibrilarnih pentelj (46). Ker sta oba proteina substrata Hsp90 in ker tudi nekateri drugi 
substrati, kot so GSK3𝛽, Cdk5 in Akt, prav tako spodbujajo fosforilacijo proteina tau, lahko z 
zaviranjem Hsp90 zmanjšamo agregacijo proteinov in dosežemo, da pride do njihove 
razgradnje s proteasomom (47). Tako zaviranje Hsp90 zmanjša količine napačno zvitih in 
hiperfosforiliranih proteinov tau, kar zmanjša napredovanje propada nevronov (47). Podoben 
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rezultat z zaviranjem Hsp90 dobimo tudi pri Parkinsonovi bolezni, pri kateri je α-sinuklein, ki 
se nalaga v Lewiyevih telescih, prav tako substrat Hsp90 (48). 
1.2.3 Hsp90 in infekcije 
Rezultati nedavnih študij kažejo, da ima Hsp90 gostiteljske celice pomembno vlogo pri virusnih 
infekcijah (49). Potreba po šaperonih pri virusnih infekcijah je smiselna, saj imajo virusni 
proteini visok red translacije in so pogosto multifunkcijski ter zato konformacijsko fleksibilni. 
Poleg tega virusni genom običajno ne nosi zapisa za šaperone in zato zlorabi mehanizme 
gostiteljske celice za pravilno zvijanje svojih proteinov. Prav tako, pogoste mutacije v virusih 
povzročijo akumulacijo potencialno nestabilnih proteinov, katerih strukturo Hsp90 lahko 
popravi (49). Zaradi teh lastnosti so z virusi okužene celice bolj občutljive na zaviralce Hsp90 
kot neokužene celice (49). V praživalih je bila vloga Hsp90 raziskana pri številnih organizmih, 
vključno z Leishmania donovani in Plasmodium falciparum, ki povzročata lišmaniozo in 
malarijo (50). Ker ti organizmi v svojem življenjskem ciklu pogosto občutijo spremembo v 
temperaturi in pH, imajo stresni proteini parazitov pomembno vlogo pri diferenciaciji in razvoju 
(50). Tako lahko z zdravljenjem s specifičnimi zaviralci parazitskega Hsp90 zaviramo njihovo 
proliferacijo (50). 
1.3 Zaviralci Hsp90 
Večina znanih zaviralcev Hsp90 se veže v ATPazno domeno Hsp90 v NKD in zaradi tega 
izkazuje močno antiproliferativno delovanje v rakavih celičnih linijah. Klinične študije 
zaviralcev Hsp90 so bile velikokrat ustavljene zaradi toksičnosti, povezane z indukcijo odziva 
toplotnega šoka (HSR) (7). Zato se je del raziskav preusmeril iz zaviralcev NKD Hsp90 na 
razvoj zaviralcev, ki zavirajo tvorbo specifičnih kompleksov Hsp90 – košaperon (51). Prav tako 
je odkritje alosteričnega mesta na CKD Hsp90 privedlo do razvoja zaviralcev CKD Hsp90. Prvi 
zaviralec Hsp90, ki deluje po tem mehanizmu delovanja, je bil antibiotik novobiocin, pozneje 
pa tudi njegovi analogi, ki alosterično destabilizirajo dimer Hsp90, kar privede do disociacije 
proteina substrata (52, 53). Zaviralci CKD imajo izrazito prednost pred zaviralci NKD, saj so 
manj toksični in ne povzročajo indukcije odziva toplotnega šoka (51).  
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1.3.1 Zaviralci N-končne domene Hsp90 
 
Slika 4: Zaviralci N-končne domene Hsp90, ki so bili vključeni v klinične študije (prirejeno po (54)). 
Zaviralce ATPazne funkcije Hsp90, ki preprečijo vezavo molekule ATP in s tem ustrezne 
konformacije za hidrolizo ATP in zvitje substrata, lahko razdelimo v štiri razrede glede na 
osnovno ogrodje: (i) ansamicini, (ii) resorcinoli, (iii) purini in (iv) benzamidi (Slika 4) (1). Leta 
1970 odkrit ansamicinski antibiotik geldanamicin (GDA) je bil prvi obetavni zaviralec Hsp90, 
ki je izkazoval močno antiproliferativno delovanje (34). Kasneje odkrita naravna spojina 
radicikol je izkazovala enake učinke kot GDA vendar pri nižjih koncentracijah (34). 
Kokristalne strukture Hsp90 z ADP, GDA in radicikolom ter študije SAR so vodile v razvoj 
številnih kandidatov z izboljšanimi farmakokinetičnimi in farmakodinamičnimi lastnostmi v 
primerjavi z izhodnimi naravnimi produkti. Prvi sintetični resorcinolni zaviralci so bili odkriti 
z rešetanjem visoke zmogljivosti (HTS) (55). Od takrat so bili razviti mnogi derivati 
resorcinola, ki so bili vključeni v klinične študije (1, 56). Z načrtovanjem učinkovin na osnovi 
specifične konformacije, ki jo zavzame ATP v vezavnem mestu Hsp90, so razvili popolnoma 
sintetične peroralno uporabne purinske zaviralce Hsp90 (1, 57). Izmed 20 zaviralcev Hsp90, ki 
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so jih proučevali v številnih kliničnih testiranjih, FDA za terapevtsko rabo še ni odobrila nobene 
od spojin (1). Eden izmed razlogov za neuspeh je indukcija HSR, ki je dobro poznan neželeni 
učinek zaviralcev NKD Hsp90 (1). HSR je celični odziv, ki poveča število šaperonov v celic z 
namenom boja proti negativnim vplivom, ki jih povzročijo stresorji, kot so povišana 
temperatura, težke kovine, oksidativni stres itd. Za aktivnost proteinov je pomembna njihova 
terciarna in kvartarna struktura, ki se lahko v stresnih situacijah poruši. Posledica sprememb je 
neaktivnost ali napačno/nepopolno delovanje proteinov, kar lahko vodi do poškodb in/ali smrti 
celic (58). Ker so nekateri onkogeni proteini substrati Hsp90 je aktivacija HSR in povečanje 
koncentracije šaperonov v celici pri terapiji raka nezaželeno (58). Začetek aktivacije HSR je 
vezava zaviralcev NKD Hsp90, kar povzroči sprostitev faktorja toplotnega šoka-1 (HSF-1) 
(Slika 5) (58). Transkripcijski faktor se nato fosforilira, trimerizira in translocira v jedro, kjer 
povzroči povečano izražanje večih stresnih proteinov, vključno s Hsp70, Hsp40 in Hsp27 (58). 
Poleg indukcije HSR pa so nekateri zaviralci Hsp90 izkazovali hepatotoksičnost in okularno 
toksičnost, kar je vodilo do prekinitve kliničnih študij (1). Med tem so mnoge skupine začele 
raziskovati alternativne poti zaviranja Hsp90, pri katerih HSR in toksičnost ne bi bila prisotna 
(52, 53). 
 
Slika 5: Skica modela mehanizma HSR (prirejeno po (58)). Z zaviralci NKD Hsp90 ustvarimo 'začaran 
krog', saj se z induciranjem HSR, sinteza šaperonov poveča, kar pa zmanjša želeni učinek zaviralcev. 
1.3.2 Zaviralci C-končne domene Hsp90 
Osnova za načrtovanje zaviralcev CKD Hsp90 je bilo odkritje alosteričnega žepa na C-končni 
domeni Hsp90 (52, 53). Pionirske raziskave na tem področju je začel Neckers s sodelavci, ki je 
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raziskoval interakcije med Hsp90 in kumarinskimi antibiotiki, kot je novobiocin, ki delujejo 
kot zaviralci bakterijskega encima DNA-giraze (52, 53). Hsp90 in DNA-giraza imata sicer 
podobni vezavni mesti za ATP na NKD. Tako je bilo odkritje, da se novobiocin veže na CKD 
Hsp90, presenetljivo. Z vezavo na CKD novobiocin inducira razgradnjo proteinov substratov 
in dosega šibko antiproliferativno delovanje (IC50~700μM v celični liniji SKBr3), vendar brez 
indukcije HSR (52, 53). Zaradi pomanjkanja kokristalne strukture novobiocina ali njegovih 
analogov s CKD Hsp90, so znanstveniki z načrtovanjem, sintezo in študijami SAR poskušali 
odkriti ključne strukturne elemente in s tem razviti nove kandidate za zdravljenje raka in 
nevrodegenerativnih bolezni (59). Na tem področju je najpomembnejši doprinos raziskovalne 
skupine dr. Blagg-a, ki so leta 2005 prvi razvili knjižnico zaviralcev, s katerimi so želeli 
razvozlati strukturne lastnosti novobiocina, ki so pomembne za njegovo zaviralno aktivnost na 
Hsp90 (60, 61). Prvi podatki, ki so bili pridobljeni iz študij SAR, so pokazali, da čeprav sta 4-
hidroksi in 3'-karbamoilna funkcionalna skupina pomembni za zaviranje DNA-giraze pa k 
zaviranju Hsp90 ne pripomoreta (61). Spojini, ki sta to potrdili, sta bili DHN1 (SkBr3, IC50 7,5 
μM) in DHN2 (SkBr3, IC50 0,5 μM) (Slika 6) (59). Pokazali so tudi, da diolna oblika sladkorja 
izboljša zaviralno aktivnost (61). V nadaljnjih študijah SAR so raziskali pomen kumarinskega 
skeleta in benzamidne stranske verige ter tako odkrili optimalne strukturne elemente za 
izboljšano delovanje (19, 62, 63). Opazili so, da ima kumarinsko ogrodje le vlogo distančnika, 
ki omogoča ustrezno razdaljo in orientacijo med sladkorjem in benzamidno stransko verigo, 
zato ga lahko zamenjamo z drugimi aromatičnimi/heteroaromatičnimi ogrodji (19, 62). Ko so 
kumarinski del zamenjali z bifenilom ali kinolonom, se je aktivnost spojin izboljšala, saj je 
povečana fleksibilnost distančnika omogočala boljše prileganje ligandov v alosteričnem žepu 
CKD Hsp90 (Slika 6, spojini 1 in 2) (64). Analize stranskih delov NB so pokazale, da menjava 
benzamidne stranske verige z biarili in triazoli vodi do analogov, ki izkazujejo veliko močnejše 
antiproliferativne lastnosti (62, 65). Z nadaljnjim spreminjanjem strukture zaviralcev je postalo 
očitno, da čeprav sladkorni del poveča topnost spojine, ga lahko zamenjamo z drugimi sladkorji 
oziroma mimetiki sladkorja ne da bi s tem zmanjšali jakost delovanja (66). Študije SAR NB so 
pripeljale do razvoja številnih obetavnih zaviralcev CKD Hsp90, kot so KU135, KU174 in 
KU675, ki izkazujejo močno antiproliferativno delovanje na mnogih rakavih celičnih linijah 
(59).  




Slika 6: Shema strukturnih sprememb zaviralca CKD Hsp90 novobiocina. Z modro so označene 
spremembe distančnika, z rumeno hidrofobnega dela spojin, z zeleno mimetik sladkorja in z oranžno 
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2. Namen dela 
Na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo v Ljubljani so s pomočjo virtualnega 
rešetanja na podlagi farmakofornega modela na osnovi strukture Hsp90 in farmakofornega 
modela na podlagi strukture znanih zaviralcev CKD Hsp90 identificirali osem potencialnih 
zaviralcev, med katerimi je spojina TVS-21 izkazala najboljšo zaviranje Hsp90 in 
antiproliferativno delovanje v celični liniji raka dojke MCF-7. Zaradi pomanjkanja kokristalne 
strukture CKD Hsp90 z zaviralcem je nadaljnja strukturna optimizacija zaviralcev otežena. Zato 
bomo s pomočjo računalniških metod, kot so molekulsko sidranje in simulacije molekulske 
dinamike spojin z znano zaviralno aktivnostjo, opisali model vezave v alosteričnem vezavnem 
žepu Hsp90. Rezultati iz teh študij in silico bodo pomembna osnova za nadaljnje načrtovanje 
in optimizacijo alosteričnih zaviralcev Hsp90.  
Ker vezava alosteričnega zaviralca Hsp90 inducira konformacijsko in/ali elektrostatsko 
spremembo proteina, je za raziskave pomembna struktura celotnega proteina. Tako smo se 
odločili uporabiti 3D strukturo celotnega humanega Hsp90β z resolucijo 3,9 Å, ki so jo s krio-
elektronsko mikroskopijo določili Verba in sod. (67). Po predhodni obdelavi proteina, ki je 
opisana v poglavju 3. 3 Potek dela, bomo najprej identificirali alosterični vezavni žep, v 
katerega se potencialno vežejo alosterični zaviralci CKD Hsp90. Ker struktura Hsp90 v 
kompleksu z alosteričnim zaviralcem še ni znana, si bomo pomagali z obstoječimi podatki o 
potencialnem vezavnem mestu iz literature in računalniškimi algoritmi, ki glede na strukturo 
proteina predlagajo potencialna vezavna mesta. Po identifikaciji tega alosteričnega vezavnega 
žepa bomo s sidranjem spojine TVS-21 in NB poskusili odkriti najboljšo vezavno konformacijo 
in orientacijo zaviralcev v alosteričnem vezavnem mestu (Slika 7). Vezavo bomo ocenjevali na 
podlagi cenilne funkcije GlideScore in sestavljene cenilne funkcije Emodel, ki poleg energije 
interakcij upošteva še notranjo energijo liganda. Izbrano najboljšo vezavno konformacijo, 
pridobljeno s sidranjem, bomo izpostavili 100 ns dolgi simulaciji molekulske dinamike, s čimer 
bomo ocenili stabilnost vezavne konformacije zaviralca v vezavnem žepu. Po identifikaciji 
najboljše vezavne konformacije liganda bomo v to vezavno mesto sidrali še novo načrtovane 
spojine in spojine, katerih zaviralno delovanje poznamo. S tem bomo lahko identificirali, kako 
posamezni strukturni deli zaviralcev in njihove spremembe vplivajo na vezavo in aktivnost 
alosteričnih zaviralcev. 




Slika 7: Slikovna predstavitev poteka dela. 
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3. Metode in materiali 
3.1 Strojna oprema 
Molekulsko sidranje je bilo opravljeno na osebnem računalniku s specifikacijami: Intel® 
Core™ i5-2410M CPU @ 2.30 GHz, 4 GB RAM-a, 250 GB trdega diska z operacijskim 
sistemom Windows 10 Pro 64-bit. 
Simulacije molekulske dinamike so bile izvedene na računalniku Fakultete za farmacijo: 2x 
Intel® Xenon® Gold 5120 CPU @ 2.20 GHz, ASUS ROG Strix GeForce RTX 2080 Ti 11 GB 
GDDR6 A11G GPU, 6x8 GB RAM-a, 2xSSD (525 GB, Crucial_CT525MX3), 2xHDD (2T, 
Western Digital, WDC WD20EZRZ-00Z), 2xHDD (2T, Seagate, ST2000VN004-2E41), 
operacijski sistem Ubuntu 16.04.4 LTS, 4.4.0-166-generic.  
3.2 Programska oprema 
Za pripravo proteina in ligandov, modeliranje, sidranje in večinski del vizualizacije konformacij 
je bil uporabljen programski paket Schrödinger Small-molecule Drug Discovery Suite (68, 69). 
3.2.1 Priprava ligandov 
LigPrep 
LigPrep je avtomatiziran postopek priprave ligandov, ki generira vsa stereoizomerna, 
tavtomerna in protonacijska stanja v izbranem območju pH (v našem primeru pH = 7,0 ± 2,0), 
in nato konformacijo ligandov geometrijsko optimizira v polju sil OPLS3 (70). 
Čeprav generiranje prave vezavne konformacije liganda v splošnem ni velik problem, je iz 
izračunov vezavne energije težko prepoznati pravo vezavno konformacijo, saj majhne 
spremembe položaja molekul topila ali pa začetnih konformacij proteina oziroma liganda 
močno vplivajo na izračunano energijo. Zato je zelo pomembna pravilna predpriprava okolja, 
proteina in ligandov ter pregled smiselnosti predlaganih struktur. 
3.2.2 Priprava proteina 
Protein Preparation Wizard 
Priprava proteina zahteva več korakov, ki so potrebni za pridobitev kakovostnih rezultatov. V 
tej stopnji pripravimo, popravimo in preverimo strukturo proteina, ki ga bomo uporabili za 
sidranje in druge simulacije. Pogosto so strukture proteinov, ki so določene z eno od 
eksperimentalnih metod, nepopolne. Najpogostejša ''napaka'' so nepopolni aminokislinski 
ostanki ali manjkajoče zanke, ki jih v tej stopnji lahko dodamo ali popravimo. Prav tako lahko 
v tej stopnji preverimo, če protein tvori interakcije s kovinskimi ioni ali kofaktorji, ki jih lahko 
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odstranimo, če te ne sodelujejo pri interakciji z ligandom, ali pa popravimo napačno definirane 
vezi in naboje, če so pomembne za vezavo liganda. V tem koraku moramo prav tako prilagoditi 
ionizacijska in tavtomerna stanja aminokislinskih ostankov, da optimiziramo mrežo vodikovih 
vezi ter naboje (pH 7,0), pri čemer se popravijo tudi orientacije funkcionalnih skupin v stranskih 
verigah nekaterih aminokislin (npr. amidne skupine Asn in Gln). V zadnjem koraku odstranimo 
tudi vse molekule vode, ki niso nujne za interakcije z ligandom in energijsko minimiziramo 
celoten sistem (71, 72). Pripravljen sistem lahko še pregledamo vizualno in vrednotimo z 
uporabo Ramachandranovega diagrama. Diagram grafično predstavi energetsko dovoljene in 
nedovoljene kombinacije torzijskih kotov ogrodja proteina. Regije v koordinatnem sistemu kota 
phi (φ) v odvisnosti od psi (ψ) predstavljajo kombinacije, pri katerih med aminokislinskimi 
ostanki ne pride do steričnih ovir in bi bila struktura danega proteina možna. Z diagramom 
lahko preverimo smiselnost modela proteina in dobimo informacijo o njegovih sekundarnih 
elementih (73).  
SiteMap 
SiteMap je modul v programskem paketu Schrödinger, ki identificira potencialna vezavna 
mesta, tako da poveže točke, ki najverjetneje prispevajo k tesni vezavi med ligandom in 
proteinom ali proteinom in proteinom (74-76). Najprej modul izriše koordinatno mrežo okoli 
celotnega proteina ali pa znotraj označenega vezavnega mesta (če je prisoten in se v izboru 
označi le kokristaliziran ligand) s kvadratki velikimi 1 Å2 kjer oglišča kvadratkov predstavljajo 
točke. Algoritem nato s primerjavo razdalje točke od bližnjih atomov proteina z vdW radiji teh 
atomov identificira vsako točko kot ''znotraj'' ali ''zunaj'' proteina. Če je razmerje kvadratov teh 
razdalj > 2,5 se točko označi kot ''zunaj'' proteina. Na kratko, algoritem določi verjetnost, s 
katero točka sodi k vezavnemu mestu, in sicer na podlagi tega, kako blizu je površini proteina 
in kako izpostavljena je topilu. SiteMap ovrednoti potencialna vezavna mesta s kombinacijo 
lastnosti izračunanih v vsaki točki in s skupnimi lastnostmi celotnega seta točk, ki tvorijo 
posamezno mesto. Vsako mesto opisujejo številni fizikalni deskriptorji: (i) velikost mesta, 
merjena s številom točk, (ii) stopnja okluzije, (iii) stopnja izpostavljenosti topilu, (iv) tesnost, s 
katero točke interagirajo s proteinom, (v) hidrofilnost in hidrofobnost mesta in razmerje med 
obema in (vi) stopnja, s katero lahko ligand na tem mestu vstopa v tvorbo vodikovih vezi. 
Skupna ocena (angl. SiteScore), ki je izračunana na osnovi zgoraj naštetih lastnosti, je nato 
uporabljena za identifikacijo in primerjavo odkritih potencialnih vezavnih mest. 





Funkcija za sidranje Glide (angl. grid-based ligand 
docking with energetics), programskega paketa 
Schrödinger, uporablja serijo filtrov, ki iščejo možne 
vezavne konformacije ligandov v rigidnem vezavnem 
mestu proteina (77-80). 3D struktura vezavnega mesta in 
lastnosti vezavnega mesta so predstavljene na mreži 
različnih polj, ki omogočajo postopno natančnejše 
ocenjevanje vezavnih konformacij ligandov. Ta polja 
moramo generirati le enkrat za posamezno vezavno 
mesto. Program ustvari in pregleda zbirko konformacij 
ligandov z različnimi torzijskimi koti. Prvotna sidranja 
vseh konformacij, ki so izvedena v celotnem faznem 
prostoru, ki je ligandu na voljo, so namenjena iskanju 
obetavnih vezavnih konformacij ligandov. Dobro 
ocenjene konformacije so nato nekoliko izboljšane s 
premikom rigidnega liganda za ±1 Å v x, y in z smeri v vezavnem mestu. Izbrane vezavne 
konformacije so nato energijsko minimizirane v vezavnem mestu z uporabo modela OPLS3 
(angl. Optimized potentials for liquid simulations), ki poskuša simulirati termodinamske 
lastnosti medija, v katerem se nahajata protein in ligand. V zadnjem koraku je tri do šest 
vezavnih konformacij posameznega liganda izpostavljenih geometrijski optimizaciji Monte 
Carlo, ki razišče okoliške torzijske minimume fleksibilnega liganda znotraj vezavnega mesta. 
Zadnja stopnja je v nekaterih primerih potrebna za pravilno orientacijo stranskih skupin 
aminokislin in občasno spremembo torzijskih kotov. Za razvrstitev in oceno sidranih vezavnih 
konformacij Glide uporablja cenilno funkcijo GlideScore in sestavljeno cenilno funkcijo 
Emodel, ki poleg interakcijskih energij upošteva še notranjo energijo liganda. 
GlideScore (Enačba 1) je nadgradnja empirične funkcije ChemScore, ki jo je zasnoval Eldridge 
in sod. (81). Kot empirična funkcija je sestavljena iz členov, ki ocenijo interakcije med 
ligandom in proteinom. Vsebuje člen za vrednotenje hidrofobnih interakcij, člen za vodikove 
vezi, člen za rotacijo vezi, in prispevek Coulombovih in vdW energij med proteinom in 
ligandom. GlideScore prav tako zajema člen, ki vzame v zakup hidrofobno okluzijo, ki pomeni 
odstranitev molekul vode iz lipofilnih področij zaradi vezave liganda. Zelo visok prispevek k 
Slika 8: Slikovna predstavitev poteka 
sidranja s funkcijo Glide 
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vezavi ima tvorba vodikove vezi med ligandom in proteinom znotraj hidrofobnih žepov. 
Predpogoj za pridobitev rezultatov sidranja visoke kakovosti je uporaba predhodno 
pripravljenih struktur proteina in ligandov, za kar uporabimo Protein Preparation Wizard in 
LigPrep, ki sta opisana zgoraj. 
Enačba 1: 
ΔGvez = Clipo-lipof(rlr) + Chvez-nevt-nevtg(Δr) h(Δα) + Chvez-nevt-nabitg(Δr) h(Δα) + Chvez-nabit-
nabitg(Δr) h(Δα) + Cmax-kovina-ionf(rlm) + CrotvHrotv + Cpolar-fobvVpolar-fobv + CcoulEcoul + CvdWEvdW 
+ topilo 
V enačbi so f, g in h funkcije, ki so enake 1,00, če so razdalje in koti vezi znotraj mejnih 
vrednosti. Za kote in razdalje, ki so zunaj teh omejitev, vendar znotraj širših mejnih vrednosti, 
so te vrednosti med 0,00 ter 1,00. Prvi člen zajema vse hidrofobne interakcije med lipofilnimi 
atomi receptorja (r) in lipofilnimi atomi liganda (l). f(rlr) = 1,00, če je razdalja med atomoma 
liganda in receptorja ≤ rl + rr + 0,5, pri čemer rl in rr predstavljata vdW radija atoma liganda in 
receptorja ter linearno divergira proti ničli, če je razdalja > rl + rr + 0,5 in ≤ rl + rr + 3,0. Drugi, 
tretji in četrti člen ocenijo prispevek različnih vrst vodikovih vezi k vezavni energiji. V tem 
primeru je g(Δr) = 1,00, če razdalja vodikove vezi (H---X) odstopa ± 0,25 Å od normalne 
dolžine vezi 1,85 Å, divergira pa linearno proti ničli, če je dolžina vezi med 2,10 Å in 2,50 Å. 
Podobno je h(Δα) = 1,00, če je kot vezi (Z-H---X) enak 180° ± 30° in divergira proti ničli, ko 
je kot med 150° in 120°. Peti člen ocenjuje interakcije med kovinskim ionom (m) in 
akceptorskim/donorskim atomom liganda (l). f(rlm) = 1,00, če je razdalja med atomoma ≤ 2,2 Å 
in divergira proti ničli, če je razdalja > 2,2 Å  in ≤ 2,6 Å. Šesti člen ima pozitiven prispevek k 
vezavni energiji in predstavlja »kazen« zaradi števila vrtljivih vezi. Definicija vrtljive vezi je 
vsaka sp3-sp3 in sp2-sp3 vez, z izjemo terminalnih CH3, CX3, NH2 in NH3 skupin. Sedmi člen 
enačbe ima ugoden prispevek k energiji vezave v primerih, v katerih polarni atomi, ki ne tvorijo 
vodikove vezi, zasedajo hidrofobno regijo. Predzadnja dva člena ocenita prispevek 
Coulombovih in vdW interakcij. Zadnji člen, ki je pomembna nadgradnja predhodnih funkcij, 
pa upošteva interakcije med ligandom in topilom. Ta člen meri solvatacijski prispevek in oceni 
izpostavljenost posameznih funkcionalnih skupin liganda in proteina vodi ter kaznuje primere, 
v katerih bi vezava ujela molekule vode v hidrofobnem žepu. 
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3.2.4 Simulacije molekulske dinamike (MD) 
Različni sistemi, kot so kompleks protein-ligand, organske trdnine in sintezni 
makromolekulski kompleksi, so po naravi dinamični, zato je analiziranje njihove dinamike 
na molekulskem in atomskem nivoju nujno za razumevanje ključnih fizikalno-kemijskih 
pojavov. Simulacija MD predstavlja pomembno metodo pri optimizaciji konformacije 
kompleksa med ligandom in proteinom, pridobljenega s sidranjem. Vključuje fleksibilnost 
liganda in proteina, kar izboljša tvorbo interakcij in komplementarnost kompleksa, odpravi 
pa tudi napake, ki lahko nastanejo pri sidranju ligandov v rigidno receptorsko mesto proteina. 
Simulacija MD nam omogoča tudi pomemben vpogled v dinamiko kompleksa ali proteina v 
odvisnosti od časa. S tem lahko proučujemo morebitne strukturne/konformacijske spremembe 
proteina ob vezavi liganda in morebitne spremembe vezavne konformacije liganda in 
interakcij, ki jih tvori v vezavnem mestu. Analiza simulacije MD nam daje vpogled tudi v 
stabilnost kompleksa protein-ligand. V primeru nepravilne vezavne konformacije aktivne 
spojine, pridobljene s sidranjem, bo kompleks protein-ligand najverjetneje nestabilen, kar bo 
vodilo v hitro disociacijo liganda iz vezavnega mesta. Prav tako so nam simulacije MD v 
pomoč pri razumevanju vloge vode na stabilnost kompleksa protein-ligand in vrednotenju 
pomena interakcij molekul vode znotraj vezavnega mesta (npr. vodni mostiček). 
Desmond in NAMD sta ustaljeni in pogosto uporabljeni programski opremi za pripravo in 
izvajanje simulacij MD (82-84). Oba programa uporabljata serijo paralelnih algoritmov in 
numeričnih metod za reševanje trajektorij atomov in molekul. Ker molekulski sistemi 
običajno sestojijo iz velikega števila atomov, je analitično reševanje tako kompleksnih 
sistemov nemogoče. Desmond in NAMD tako uporabljata numerične metode za reševanje 
Newtonovih zakonov gibanja in s tem računata trajektorije atomov in molekul, ki med sabo 
interagirajo. V vsaki točki trajektorije izračunata energijo sistema in interakcij. Izračuni 
potekajo v polju interakcijskih potencialov, kot so CHARMM, AMBER, OPLS, GROMOS 
in MMFF. Vsi izražajo celotno potencialno energijo (E) sistema kot seštevek treh členov: E  
= Evezna + Eel + EvdW. Evezna predstavlja seštevek večih členov – dolžina vezi, kot vezi in 
torzijski kot. Eel in EvdW pa predstavljata elektrostatske in van der Waalsove interakcije, ki so 
prisotne med vsemi pari delcev. Ker je računanje tako velikih sistemov sistemsko zelo 
zahtevno, Desmond in NAMD omogočata paralelno računanje na več procesorjih/jedrih, kar 
močno skrajša računski čas. Čeprav so simulacije molekulske dinamike v celoti le približki 
realnemu sistemu, so bistveno hitrejše od reševanja seta kvantnomehanskih enačb. 
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3.2.5 Vizualna obdelava 
PyMOL 
PyMOL je odprtokodna programska oprema, ki je namenjena vizualizaciji majhnih molekul in 
makromolekul. S programom lahko ustvarimo atraktivne 3D slike in videe ter animacije 
molekulske dinamike. Prav tako je uporabno orodje pri vizualizaciji simulacij MD (85).  
Discovery Studio Visualizer 
Discovery Studio Visualizer je brezplačna programska oprema, ki je namenjena vizualizaciji in 
urejanju molekulskih struktur, aminokislinskih zaporedij in drugih podatkov. Prav tako ponuja 
bogato knjižnico vizualizacijskih orodij in orodij za grafično predstavitev podatkov (86). 
3.3 Potek dela 
Najprej smo iz spletne baze podatkov RCSB-PDB uvozili 3D strukturo proteina Hsp90β s kodo 
PDB 5FWK v programsko okolje Schrödinger (69, 87). Naslednji korak je bila odstranitev 
Cdc37 in CDK4 iz kompleksa, ki za naše delo nista bila pomembna ter priprava proteina z 
modulom Protein Preparation Wizard. To je serija več korakov, pri katerih smo protein 
pripravili tako, da smo vezem določili red vezave, dodali protone, ker zaradi prenizke ločljivosti 
njihovega položaja ni bilo moč določiti in določili naboj proteina pri fiziološkem pH (pH=7,0 
± 2,0). Za tem smo ga še geometrijsko optimizirali (energijska minimizacija) v polju OPLS3, 
pri čemer smo uporabili privzete nastavitve. Preden smo se lahko lotili molekulskega sidranja, 
smo morali določiti še vezavno mesto. Potencialna mesta vezave na proteinu smo raziskali z 
uporabo modula SiteMap. Dobljena vezavna mesta smo primerjali z vezavnim mestom, ki so 
ga določili Moroni in sod. (88).  
 
Slika 9: Zunanja (vijolični) in notranja (zeleni) iskalna škatla vezavnega mesta. 
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Alosterični zaviralec Hsp90, ki smo ga uporabili za primerjavo vezave z novobiocinom, je bila 
spojina TVS-21. TVS-21 in NB smo pripravili z modulom LigPrep v programu Schrödinger in 
ju sidrali v pripravljeno vezavno mesto. V vezavnem mestu, ki smo ga identificirali s funkcijo 
SiteMap, smo pripravili vezavno mesto z zunanjo iskalno škatlo velikosti 29,6×29,6×29,6 Å3 v 
x, y in z smeri, in notranjo škatlo velikosti 10×10×10 Å3 (Slika 9). Center vezavnega mesta je 
bil v koordinatah (172,2, 150,2, 198,7), ostale nastavitve pa so bile privzete. Za sidranje smo 
uporabili algoritem SP (angl. standard precision) modula Glide. Ta algoritem je preprost in 
hiter a manj podoben realnemu stanju, ker obravnava protein kot rigidno telo, medtem ko se 
lahko ligand prosto giblje ter zavzame najvišje ocenjeno vezavno konformacijo v vezavnem 
mestu. Da bi odpravili pomanjkljivosti hitrega sidranja smo imeli v načrtu kompleks kasneje 
izpostaviti simulaciji MD. Obstajajo metode, ki obravnavajo tako protein kot ligand kot 
fleksibilno telo (inducirano prileganje), s čimer dobimo rezultat bolj podoben realnemu stanju, 
vendar pa so časovno dolgotrajne. Da bi pridobili zanesljivejše rezultate, smo izbrani kompleks 
kasneje izpostavili relativno dolgi simulaciji MD, ki je prikazala obnašanje kompleksa v 
modelu fiziološkega okolja. Najboljše potencialne vezavne konformacije smo izbirali glede na 
cenilno funkcijo GlideScore (<-6 kJ/mol) in Emodel (<-60 kJ/mol). S primerjavo 2D in 3D slik 
vezave različnih konformacij omenjenih ligandov smo poskušali določiti pravilno konformacijo 
in orientacijo v vezavnem žepu ter identificirati pomembne funkcionalne skupine, ki prispevajo 
k vezavi. Za začetek smo izbrali orientacijo in konformacijo, ki je bila podobna vezavni 
konformaciji, ki jo v alosteričnem mestu zasede NB (Slika 10). 




Slika 10: Orientacija in postavitev NB (z zeleno) in TVS-21 (z modro) v alosteričnem vezavnem žepu 
Hsp90. 
Po pregledu vezavnih konformacij smo opazili, da so se interakcije med ligandom in 
aminokislinskima ostankoma GLU489:A in GLU489:B pojavile največkrat, zato so 
najverjetneje ključne za vezavo alosteričnih zaviralcev Hsp90. To smo raziskali s 100 ns dolgo 
simulacijo MD Hsp90 v kompleksu s sidrano vezavno konformacijo TVS-21, ki nam je 
prikazala tudi, kako dolgo ligand interagira s posamezno aminokislino in kakšne vrste je 
interakcija (Graf 1, Graf 2).  
Za tem je sledila druga stopnja raziskav, pri kateri smo za sidranje zaviralcev izbrali 
konformacijo proteina iz simulacije MD, v kateri je bila vezavna konformacija TVS-21 najbolj 
stabilna. V tej vezavni konformaciji se je spojina TVS-21 nahajala najdaljši čas simulacije. 
Izbrali smo ligande, ki so v in vitro testih na celični liniji raka dojke MCF-7 izkazali 
najmočnejše antiproliferativno delovanje. Vsi ligandi so bili pripravljeni z modulom LigPrep 
in sidrani v pripravljeno vezavno mesto z modulom Glide SP. Vezavno mesto je vsebovalo 
zunanjo iskalno škatlo z velikostjo 28,80×28,80×28,80 Å3 v x, y in z smeri in notranjo iskalno 
škatlo velikosti 10×10×10 Å3. Center vezavnega mesta je bil v koordinatah (183,92, 155,24, 
191,13). Na podlagi rezultatov sidranja TVS-21 in simulacije MD smo določili, da morajo 
spojine pri sidranju tvoriti interakcijo z GLU489:A. Na ta način smo zmanjšali število vezavnih 
konformacij posameznega liganda v vezavnem mestu. Ponovno smo izbrali vezavne 
konformacije iz sidranja, ki so imele GlideScore  <-6 kJ/mol in Emodel  <-60 kJ/mol. Rezultati 
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so pokazali, da ligandi z boljšo zaviralno aktivnostjo v večini zasedajo vezavni žep, ki je 
nekoliko nižje od žepa, ki ga je zasedala spojina TVS-21 (Slika 11). Ob ponovnem pregledu 
vezave TVS-21 smo opazili, da je nekaj vezavnih konformacij zasedalo tudi ta žep, zato smo 
se odločili, da ga uporabimo za nadaljnje sidranje spojin iz Preglednice IV. 
 
Slika 11: Sidranja večih optimiziranih zaviralcev Hsp90 (z zeleno) in TVS-21 (z vijolično). 
Iz rezultatov sidranja spojin smo poskusili razumeti povezavo med strukturo, vezavno 
konformacijo in delovanjem serije zaviralcev Hsp90. Temu je nato sledila faza načrtovanja 
novih analogov spojin, ki bi lahko glede na rezultate molekulskega modeliranja izkazovali 
močnejše delovanje na Hsp90.  
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4. Rezultati in razprava 
4.1 Analiza karakteristik vezavnega mesta 
 
Slika 12: Vizualni prikaz karakteristik vezavnega mesta. (i) SAS (angl. Solvent accesible surface) 
predstavlja površino proteina, ki je dostopna topilu. Algoritem uporabi 'sondo' v obliki kroglice, ki 
predstavlja topilo (vodo), s katero zaznava površino dostopno topilu in tudi lastnosti površine. Lažje je 
površina dostopna in manj kot je hidrofobna, višja je vrednost SAS; (ii) Hidrofobnost – višja je vrednost, 
bolj je predel proteina hidrofoben; (iii) Ionizabilnost – izračunana na podlagi pKa skupine 
aminokislinskega ostanka in pH topila, predstavlja protonacijo aminokislinskih ostankov pri fiziološkem 
pH; (iv) H-vezi – predstavlja lokacije donorjev in akceptorjev vodikovih vezi na proteinu. 
Analiza vezavnega mesta je v veliko pomoč pri odkrivanju in načrtovanju novih spojin ter 
proučevanju mehanizma vezave zaviralcev v vezavnem mestu CKD Hsp90. Slika 12 prikazuje 
različne lastnosti aminokislinskih ostankov vezavnega mesta, ki so bile analizirane s 
programom Discovery Studio Visualizer. Vezavno mesto ima dva hidrofobna žepa in več 
donorjev in akceptorjev vodikove vezi, zaradi česar je to vezavno mesto lahko dostopno 
molekulam vode, kot lahko vidimo iz zgornje slike. Iz predstavljene analize vezavnega mesta 
lahko sklepamo, da zasedanje hidrofobnih regij in ustrezna postavitev ter razdalja skupin na 
ligandu, ki lahko tvorijo vodikove vezi, omogoča močnejšo vezavo liganda v alosterično mesto 
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CKD Hsp90. Ostale regije v proteinu vsebujejo hidrofobne ostanke, s katerimi lahko ligand 
tvori van der Waalsovih interakcije. 
4.2 Rezultati simulacije molekulske dinamike TVS-21 
 
Graf 1: Prikaz interakcij aminokislinskih ostankov Hsp90β s TVS-21 v vsaki časovni točki. Nekateri 
aminokislinski ostanki tvorijo več kot en specifičen kontakt z ligandom, kar je prikazano s temnejšim 
odtenkom oranžne. 




Graf 2: Delež tipa interakcij med proteinom in ligandom TVS-21 v času simulacije. 
Rezultati iz Grafa 1 in 2 so nam bili v pomoč pri določitvi vrste in trajanja interakcij med 
aminokislinami in TVS-21 skozi celotno simulacijo. Za analizo rezultatov je potrebna 
primerjava obeh grafov, saj je za stabilnost vezave pomembno tako trajanje kot jakost vezi. 
Vezi, ki so pomembne za stabilnost vezave so med ligandom in GLU489:A, GLU489:B in 
GLY667:A. Že iz sidranj je bilo opaženo, da se interakcije med GLU489:A in B ter ligandom 
najpogosteje pojavijo, interakcije med GLY667:A in ligandom pa so se pojavljale skozi skoraj 
celotno simulacijo. Kot je vidno iz Grafa 2, so se poleg neposrednih vodikovih ali hidrofobnih 
interakcij pojavljali tudi vodni mostički, kar pa je bilo pričakovano pri tako voluminoznem 
vezavnem mestu. Čeprav so te vezi šibkejše, pa lahko ogromno doprinesejo k končni vezavni 
energiji in stabilnosti liganda v vezavnem mestu. Ker se je interakcija z GLU489:A pogosto 
pojavila v vezavnih konformacijah in ker je velik delež simulacije tvorila vodikove vezi s TVS-
21, smo se odločili uporabiti vodikovo vez z aminokislino kot dodaten pogoj pri sidranju novih 
spojin z boljšo zaviralno aktivnostjo. S tem smo zmanjšali število končnih vezavnih 
konformacij in olajšali analizo rezultatov. Kot že omenjeno, so spojine z boljšo zaviralno 
aktivnostjo zasedale vezavni žep, ki je bil nekoliko nižje od tega, ki je bil analiziran pri 
simulaciji MD (žep A in B, Slika 13). Ker se je ta žep pojavil tudi v nekaterih vezavnih 
konformacijah TVS-21 in ker so bile ocene vezave spojin (GlideScore in Emodel) v tem 
vezavnem mestu boljše, smo se odločili izvajati nadaljnje meritve v novem vezavnem žepu. 
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4.3 Interakcije izbranih zaviralcev Hsp90 s CKD Hsp90 
Preglednica IV: Izbrani set zaviralcev Hsp90, uporabljenih za analizo vezavnega mesta in modela 
vezave. Koncentracija spojine, ki zavre metabolno aktivnost celic za 50% (IC50) je bila za novobiocin 
določena na humani celični liniji raka dojk SKBr3, pri ostalih spojinah pa na humani celični liniji raka 
dojk MCF-7. Mejne vrednosti za izbor primernih vezavnih konformacij sta bili GlideScore <-6 kJ/mol 
in Emodel <-60 kJ/mol.* 
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*Predstavljene spojine so delo doktorandke Žive Zajec in diplomantke Mojce Trčko. 
Z računalniškim sidranjem, simulacijami MD in pregledom vezave ligandov smo prišli korak 
bližje k razumevanju odnosa med strukturo in delovanjem zaviralcev Hsp90. Pri analizi vezave 
ligandov v identificirano vezavno mesto na CKD Hsp90 smo se osredotočili na model vezave 
posameznega strukturnega dela zaviralcev. Pri tem smo se osredotočili na interakcije, ki se 
vzpostavijo v posameznem delu vezavnega mesta in s tem smo lahko predlagali in preizkusili 
strukturne modifikacije, ki bi izboljšale vezavo na Hsp90 (Slika 14).  




Slika 13: Hidrofobni žepi (rumeno) identificirani s funkcijo SiteMap in sidrana spojina 8 v vezavnem 
žepu. 




Slika 14: Shema SAR in interakcij z aminokislinskimi ostanki. 
Najprej smo raziskali halogeniran aromatski obroč in kako je položaj, število in vrsta halogenih 
atomov povezana z delovanjem zaviralcev. Za ta sklop smo analizirali spojine 1, 2 in 3, ki so 
monosubstituirane s halogenom na para mestu aromata. Pri vseh smo izbrali kompleks, ki je 
Distančnik 
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imel najboljši GlideScore ter primerjali vezavo (Slika 15-17). Te spojine so na Katedri za 
farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo v Ljubljani testirali z biološkimi testi in jim določili 
vrednosti IC50 (Preglednica IV).  
Slika 15: Vezavna konformacija spojine 1 v CKD Hsp90. Z rdečim krogom so označene aminokisline, 
ki so pomembne za aktivnost zaviralca. Z vijoličnim krogom označene aminokisline so pri sidranjih 
tvorile halogene vezi. 
Sekundarni amin piperidinskega dela tvori solni mostiček z GLU489:A (razdalja 3,3 Å). 
Kisikov atom etra je akceptor vodikove vezi z LEU670:B (razdalja 2,0 Å). Karboksilna skupina 
GLU489:B je akceptor vodikove vezi, ki jo tvori z dušikom amidnega dela liganda (razdalja 
3,3 Å). Opažene so bile halogene interakcije s THR487:B. Ostale interakcije so van der 
Waalsove in hidrofobne interakcije. 
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Slika 16: Vezavna konformacija spojine 2 v CKD Hsp90. Z rdečim krogom so označene aminokisline, 
ki so pomembne za aktivnost zaviralca. Z vijoličnim krogom označene aminokisline so pri sidranjih 
tvorile halogene vezi. 
Sekundarni amin piperidinskega dela tvori solni mostiček z GLU489:A (razdalja 3,4 Å). 
Kisikov atom etra je akceptor vodikove vezi z LEU670:B (razdalja 2,0 Å). Karboksilna skupina 
GLU489:B je akceptor vodikove vezi, ki jo tvori z dušikom amidnega dela liganda (razdalja 
3,3 Å). Opažene so bile halogene interakcije s THR487:B. Ostale interakcije so van der 
Waalsove in hidrofobne interakcije. 
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Slika 17: Vezavna konformacija spojine 3 v CKD Hsp90. Z rdečim krogom so označene aminokisline, 
ki so pomembne za aktivnost zaviralca. Z vijoličnim krogom označene aminokisline so pri sidranju 
tvorile halogene vezi. 
Sekundarni amin piperidinskega dela tvori solni mostiček z GLU489:A (razdalja 2,8 Å). 
Kisikov atom etra je akceptor vodikove vezi z LEU670:B (razdalja 2,0 Å). Karboksilna skupina 
GLU489:B je akceptor vodikove vezi, ki jo tvori z dušikom amidnega dela liganda (razdalja 
3,2 Å). Opažene so bile halogene interakcije s THR487:B. Ostale interakcije so van der 
Waalsove in hidrofobne interakcije 
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V lipofilnem žepu B (Slika 13), ki ga zaseda halogeniran aromatski obroč, so bile tekom 
raziskav odkrite tri aminokisline, ki potencialno tvorijo halogene vezi; THR487:B, ASN601:B 
in THR537:B. Z vizualizacijo sidranj molekul se je pokazal trend, kjer so halogeni na meta 
položaju spojin največkrat tvorili vez z ASN601:B, tisti na para položaju pa s THR487:B (Slika 
18). Čeprav je bil ta trend opažen pri mnogih 
spojinah, pa le tega iz simulacij ne moremo 
potrditi, saj so bila videna tudi sidranja kjer je 
halogen na para mestu tvoril vez z ASN601:B 
oziroma kjer so bile halogene vezi 
vzpostavljene s THR537:B. Ker sta ligand in 
vezavno mesto dinamični entiteti pa je 
najverjetneje skupni potencial vseh treh 
aminokislin za tvorbo halogene vezi razlog za 
potencialne halogene interakcije. To je 
najverjetneje tudi razlog, da so dihalogenirane 
spojine izkazovale boljšo stopnjo inhibicije kot 
monohalogenirane – dihalogeniran aromat omogoči več in tudi bolj pogoste halogene 
interakcije, saj so pogoji za njih (razdalja in kot) mogoči v večih orientacijah obroča. Rezultati 
bioloških testov prav tako podpirajo hipotezo o halogenih vezeh, saj vidimo, da je inhibicija pri 
monosubstituciji s fluorom močno padla. Halogene vezi lahko tvorijo klor, brom, jod in včasih 
fluor, kar je bilo dokazano tako v teoriji kot tudi eksperimentalno (89). Trend moči halogenih 
vezi narašča od fluora do joda, pri čemer jod običajno tvori najmočnejše vezi. Glede na trend 
bi pričakovali, da bo imela bromirana spojina višjo stopnjo inhibicije kot klorirana, vendar je 
iz rezultatov bioloških testov razvidno, da skoraj ni razlike. To bi lahko pripisali specifičnosti 
in usmerjenosti halogene vezi. Ker je za tvorbo halogene vezi običajno potreben kot 180⁰, bi 
lahko večji van der Waalsov radij broma razložil slabše prileganje vezavnemu žepu, kar 
povzroči manj pogosto tvorbo oziroma nepopolno tvorbo halogenih interakcij. Tako smo se 
odločili, da so diklorirani aromati iz vidika učinkovitosti in enostavnosti sinteze najbolj 
smiselni.  
Naslednji sklop raziskav je bil določanje vpliva dolžine distančnika na aktivnost zaviralcev. 
Ugotovljeno je bilo, da mora biti distančnik dolg približno 25 Å, da halogeniran aromatski 
obroč in bazični center prostorsko postavi na razdaljo ~14,0 Å. Slednja prostorska postavitev 
izboljša aktivnost zaviralcev v primerjavi s krajšim distančnikom – krajši za eno C-C vez (~1,6 
Slika 18: Prikaz halogene vezi med Cl in 
ASN601:B ter njuna razdalja. 
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Å), ki te razdalje ne doseže. Za prikaz smo izbrali spojini 4 in 5, pri čemer ima spojina 5 za eno 
C-C vez krajši distančnik kot spojina 4 (Slika 19, 20).  
Slika 19: Vezavna konformacija spojine 4 v CKD Hsp90. Z rdečim krogom so označene aminokisline, 
ki so pomembne za aktivnost zaviralca. Z vijoličnim krogom označene aminokisline so pri sidranjih 
tvorile halogene vezi. 
Sekundarni amin piperidinskega dela tvori solni mostiček z GLU489:A (razdalja 1,6 Å). 
Kisikov atom etra je akceptor vodikove vezi z LEU670:B (razdalja 2,5 Å). Karboksilna skupina 
GLU489:B je akceptor vodikove vezi, ki jo tvori z dušikom amidnega dela liganda (razdalja 
2,1 Å). Aromatski del se nahaja v žepu B (Slika 13), kjer so se v nekaterih primerih pokazale 
halogene vezi z ASN601:B. Videne so bile tudi π-kation interakcije aromatskega obroča z 
ARG604:B, vendar pa so se v tem primeru pojavili neželeni van der Waalsovi kontakti 
piperidinskih vodikovih atomov z GLN493:B in PRO673:A, kar lahko nakazuje, da interakcija 
z ARG604:B v tem primeru ni favorizirana. Ostale interakcije so van der Waalsove in 
hidrofobne interakcije. 




Slika 20: Vezavna konformacija spojine 5 v CKD Hsp90. Z rdečim krogom so označene aminokisline, 
ki so pomembne za aktivnost zaviralca. Z vijoličnim krogom označene aminokisline so pri sidranjih 
tvorile halogene vezi. Z rumenim krogom so označene aminokisline, ki so v sidranjih občasno 
interagirale z zaviralcem. 
Sekundarni amin piperidinskega dela tvori solni mostiček z GLU489:A (razdalja 2,8 Å). 
Karboksilna skupina GLU489:B je akceptor vodikove vezi, ki jo tvori z dušikom amidnega dela 
liganda (razdalja 2,1 Å). Terciarni amin liganda tvori donorsko vodikovo vez s SER669:A, 
vendar pa je v tem primeru prišlo do neželenih vdW kontaktov z GLN493:B in tudi pozitivno 
nabit amin se v tem primeru nahaja v hidrofobnem predelu, kar ni favorizirano.  Halogeniran 
aromatski del se nahaja v žepu B (Slika 13), kjer so se v nekaterih primerih pokazale halogene 
vezi z ASN601:B. Ostale interakcije so van der Waalsove in hidrofobne interakcije. 
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Čeprav se pri obeh spojinah končni halogeniran aromat in terminalni bazični center prilegata v 
vezavno mesto in tvorita interakcije z aminokislinami, pa se pri krajšem distančniku zgodi, da 
kisik etrske funkcionalne skupine ne more tvoriti vodikove vezi z LEU670:B. Glede na to, da 
ima vodikova vez relativno velik doprinos k končni skupni vezavni energiji, bi lahko bila razlog 
za nižjo aktivnost molekul s krajšim distančnikom. Ker je vezavno mesto razpotegnjeno in 
prostorno, je prileganje liganda vezavnemu mestu še posebej pomembno. Tako sta fleksibilnost 
liganda in njegova dolžina zelo pomembni pri vzpostavitvi konformacije liganda, ki omogoča 
najboljše prileganje vezavnemu žepu. S tem lahko pojasnimo tudi, da krajši ligandi ne zasedejo 
najboljše konformacije v vezavnem mestu (npr. osrednji aromatski obroč, slabše pokriva 
osrednji lipofilni predel vezavnega mesta).  
Tretji sklop je zajemal vpliv amida oziroma amina v osrednjem delu. Rezultati sidranj spojin 
1–7 (Slika 15-17 in 19-22) in 8–10 (Slika 23-25), ki se razlikujejo po prisotnosti karbonilnega 
kisika, je pokazalo, da je pomemben za tvorbo vodikove vezi z LEU670:A. Poleg omenjenega 
razloga, da se tvori dodatna vez, rigidna narava amidne skupine sidra lipofilni obroč v 
osrednjem lipofilnem delu vezavnega mesta, kar izboljša hidrofobne interakcije. S sidranji se 
je pojavil še trend, pri katerem je amidna funkcionalna skupina, vezana na halogeniran 
aromatski obroč, tvorila vodikove vezi. Ker je amid planarna funkcionalna skupina, je lahko 
naenkrat deloval le kot donor (-NH-) (Slika 21) ali pa kot akceptor (=O) (Slika 22 (zgoraj)) 
vodikove vezi.  
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Slika 21: Vezavna konformacija spojine 6 v CKD Hsp90. Konformacija kjer se nahaja spojina v žepu A 
in B (zgoraj) in kjer se nahaja v žepu A in C (spodaj). Z rdečim krogom so označene aminokisline, ki 
so pomembne za aktivnost zaviralca. Z vijoličnim krogom označene aminokisline so pri sidranjih tvorile 
halogene vezi. Z rumenim krogom so označene aminokisline, ki so v sidranjih občasno interagirale z 
zaviralcem. 
Sekundarni amin piperidinskega dela tvori solni mostiček z GLU489:A (razdalja 3,3 Å). 
Kisikov atom etra je akceptor vodikove vezi z LEU670:B (razdalja 2,7 Å). Karboksilna skupina 
GLU489:B je akceptor vodikove vezi, ki jo tvori z dušikom amidnega dela liganda (razdalja 
2,4Å). Aromatski del se nahaja v žepu B (Slika 13), kjer so se v nekaterih primerih pokazale 
halogene vezi s THR537:B in/ali ASN601:B. V nekaterih relevantnih vendar manj favoriziranih 
primerih se je tudi pokazalo, da je dikloriran aromatski del zasedal žep C (Slika 13), kjer je 
tvoril π-kation interakcijo z LYS607:A. Ostale interakcije so van der Waalsove in hidrofobne 
interakcije. 
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Slika 22: Vezavna konformacija spojine 7 v CKD Hsp90. Konformacija kjer se nahaja spojina v žepu A 
in B (zgoraj) in kjer se nahaja v žepu A in C (spodaj). Z rdečim krogom so označene aminokisline, ki 
so pomembne za aktivnost zaviralca. Z vijoličnim krogom označene aminokisline so pri sidranjih tvorile 
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halogene vezi. Z rumenim krogom so označene aminokisline, ki so v sidranjih občasno interagirale z 
zaviralcem. 
Sekundarni amin piperidinskega dela tvori solni mostiček z GLU489:A (razdalja 3,2 Å). 
Kisikov atom etra je akceptor vodikove vezi z LEU670:B (razdalja 2,7 Å). Amidni del liganda 
je deloval kot akceptor vodikove vezi z GLN493:B ali pa kot donor z GLU489:B Aromatski 
del se nahaja v žepu B (Slika 13), kjer so se v nekaterih primerih tvorile halogene vezi s 
THR537:B in/ali ASN601:B. V nekaterih relevantnih vendar manj favoriziranih primerih se je 
pokazalo tudi, da je dikloriran aromatski del zasedal žep C (Slika 13), kjer je tvoril π-kation 
interakcijo z LYS607:A. Ostale interakcije so van der Waalsove in hidrofobne interakcije. 
Da bi izkoristili obe potencialni vodikovi vezi, je smiselno zamenjati amidni del za distančnik, 
ki ima vezano hidroksilno skupino. S tem bi bila omogočena tvorba tako donorske kot tudi 
akceptorske vodikove vezi, kot je opisano pri modelu vezave spojine 8 (Slika 23). S tem smo 
povečali neto število vodikovih vezi za ena, kar je zelo verjetno razlog za izboljšano inhibicijo.  
Magistrska naloga  Filip Ivanovski 
44 
 
Slika 23: Vezavna konformacija spojine 8 v CKD Hsp90. Z rdečim krogom so označene aminokisline, 
ki so pomembne za aktivnost zaviralca. Z vijoličnim krogom označene aminokisline so pri sidranjih 
tvorile halogene vezi. Z rumenim krogom so označene aminokisline, ki so v sidranjih občasno 
interagirale z zaviralcem. 
Terciarni amin spojine 8 se nahaja v hidrofilnem predelu vezavnega mesta, v katerem pozitivno 
nabita amino skupina piperidina tvori solni mostiček z negativno nabitim aminokislinskim 
ostankom GLU489:A (razdalja 1,9 Å). Solni mostiček je nekovalentna interakcija, ki ima 
lastnosti vodikove in ionske vezi. Etrski kisikov atom tvori kot akceptor vodikovo vez s 
LEU670:B (razdalja 2,0 Å), kisikov atom amidne skupine pa s LEU670:A (razdalja 2,2 Å). 
Bližina aromatskega obroča, ki se nahaja med etrskim kisikom in amidno skupino, z ARG604:B 
kaže na tvorbo π-kation interakcije. Ta aromatski obroč zaseda osrednji hidrofobni del 
vezavnega mesta. Hidroksilna skupina, ki je vezana na piperidinski obroč, tvori akceptorsko in 
donorsko vodikovo vez z GLN493:B (razdalja 2,3 Å) in GLU489:B (razdalja 2,1 Å). 
Dihalogeniran aromatski obroč se veže v lipofilni žep B (Slika 13), v katerem klorova atoma 
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tvorita halogene interakcije s THR487:B (razdalja 3,1 Å) in/ali ASN601:B (razdalja 2,8 Å). N-
metilpiperidin se veže v lipofilni žep A (Slika 13), ki se nahaja na koncu hidrofilnega predela. 
Ostale interakcije so van der Waalsove in hidrofobne interakcije. 
 
Graf 3: RMSD liganda (spojine 8) in proteina skozi celotno simulacijo. 
Spojina 8 je v bioloških testih na celični liniji MCF-7 izkazovala najboljšo aktivnost 
(Preglednica IV), zato smo se jo odločili izpostaviti 100 ns dolgi simulaciji MD, da bi pridobili 
natančnejše informacije o vezavi. Graf 3 prikazuje RMSD proteina in liganda skozi celotno 
simulacijo. Najprej je ogrodje proteina iz vsake točke simulacije poravnano z referenčno 
vrednostjo proteina, nato pa se izračuna RMSD izbranih atomov v vsaki točki. Velika nihanja 
(> 3 Å) lahko opozarjajo, da so se na tej točki odvijale večje konformacijske spremembe 
proteina. Prav tako je pomembno, da proti koncu simulacije vrednosti RMSD proteina 
konvergirajo proti nespremenljivi vrednosti, saj če vrednost močno pada ali narašča je to lahko 
znak, da je bila simulacija prekratka in sistem ni uravnotežen. V našem primeru lahko vidimo, 
da se proti koncu z manjšimi nihanji (± 1,2 Å) vrednost ustali pri 3,5 Å, kar pomeni, da se je 
sistem v času simulacije uravnotežil. RMSD liganda nakazuje, kako stabilen je ligand v 
vezavnem mestu proteina. Podobno kot pri RMSD proteina, se struktura kompleksa poravna 
glede na referenčno vrednost, kjer se tekom simulacije nato opazuje spremembo pozicije 
liganda glede na protein in njegovo vezavno mesto. Če so vrednosti RMSD liganda bistveno 
večje od RMSD vrednosti proteina, to nakazuje, da ligand ni stabilen v vezavnem mestu in je 
difundiral stran od prvotnega vezavnega mesta. Iz Grafa 3 vidimo, da so RMSD vrednosti 
liganda manjše od  vrednosti proteina, zato lahko predvidevamo, da je ligand stabilno vezan v 
svojem vezavnem mestu. Rezultati iz Preglednice V in Grafa 4, ki prikazujejo pojavnost 
interakcij skozi celotno simulacijo MD, sovpadajo z opažanji in rezultati sidranj spojine 8. 
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Neposredne vodikove vezi imajo velik doprinos k stabilnosti zaviralca v vezavnem mestu, ki je 
pomemben element afinitete. S primerjavo strukture in aktivnosti zaviralcev lahko tudi 
opazimo, da imajo aminokislinski ostanki iz Preglednice V pomemben vpliv na zaviralno 
aktivnost spojin, saj se je z večanjem števila interakcij, zaviralna aktivnost spojin izboljšala. Iz 
Grafa 4 so razvidne interakcije s THR487:B, ASN601:B in THR537:B, ki so najverjetneje 
odgovorne za halogene vezi z dikloriranim aromatskim obročem. Ostale interakcije, ki se 
pojavljajo med zaviralcem in aminokislinskimi ostanki so van der Waalsove in hidrofobne 
interakcije.  
Preglednica V: Pojavnost direktnih vodikovih vezi med aminokislinami proteina in spojino 8 skozi 
celotno simulacijo MD. 
Donor H-vezi Akceptor H-vezi Pojavnost H-vezi 
Ligand GLU489:A 52,7 % 
Ligand GLU489:B 62,2 % 
LEU670:A Ligand 46,8 % 
LEU670:B Ligand 31,6 % 
 
Graf 4: Grafični prikaz deleža interakcij med aminokislinami proteina in spojino 8 skozi celotno 
simulacijo MD. 
Ker je solni mostiček močnejša interakcija, kot vodikova vez, saj ima poleg elementov 
vodikove vezi še elemente ionske vezi, smo računali, da bi z menjavo hidroksilne skupine z 
bazičnim centrom izboljšali inhibicijo, saj bi tako kot pri terminalnem aminu prišlo do tvorbe 
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solnega mostička z GLU489:B (Slika 24). Čeprav se je spojina 9 izkazala kot zelo dobra v in 
silico simulacijah, pa v in vitro študijah ni izkazovala izboljšanega delovanja (Preglednica IV). 
Razlog za to najverjetneje leži v aminokislinskem ostanku ARG604:B. Pozitivno nabita 
gvanidinska funkcionalna skupina arginina bi lahko povzročila neželen odboj s pozitivno 
nabitim bazičnim centrom liganda, kar destabilizira vezavo liganda v vezavnem mestu.  
Slika 24: Vezavna konformacija spojine 9 v CKD Hsp90. Z rdečim krogom so označene aminokisline, 
ki so pomembne za aktivnost zaviralca. Z vijoličnim krogom označene aminokisline so pri sidranjih 
tvorile halogene vezi.  
Pozitivno nabit terciarni amin spojine 9 tvori solni mostiček z negativno nabito stransko verigo 
GLU489:A (razdalja 2,1 Å). Etrski kisikov atom tvori vodikovo vez z LEU670:B (razdalja 2,1 
Å), amidni kisik pa z LEU670:A (razdalja 2,2 Å). Bazični center 4-aminopiperidina tvori solni 
mostiček z GLU489:B (razdalja 2,1 Å). Iz sidranja je prav razvidna bližina pozitivno nabitega 
sekundarnega amina zaviralca 9 in stranske verige ARG604:B (razdalja 2,3 Å), kar bi lahko 
vodilo do odboja in posledično šibkejše vezave spojine 9, kar je tudi vidno iz nižje zaviralne 
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aktivnosti na celičnih linijah (Preglednice IV). Ostale interakcije so van der Waalsove in 
hidrofobne interakcije. 
Tekom raziskav je bilo opaženo, da se v bližini GLU489:A nahaja večji žep A in glede na to, 
da so se s sidranji pojavile tudi konformacije ligandov, pri katerih je bil bazični center usmerjen 
proti žepu B, smo predvidevali, da se bomo s skoraj simetrično spojino izognili problemu 
orientacije liganda v vezavnem mestu in s tem ciljali obe hidrofobni regiji. Izpodrivanje vodnih 
molekul, ki so ujete v lipofilnem okolju in zamenjava le teh z lipofilnim delom liganda močno 
izboljša vezavno energijo, zato smo predlagali spojino 10, pri kateri je terminalnemu aminu 
dodan halogeniran aromatski obroč (Slika 25). Spojina je bila nato sintetizirana na Katedri za 
farmacevtsko kemijo, Fakultete za farmacijo v Ljubljani in testirana na celični liniji MCF-7 
(Preglednica VI). 
Preglednica VI: Aktivnost in ocena vezave predlagane spojine.* 







6,69 -9,072 -91,923 
*sinteza in biološki testi učinkovine so delo doktorandke Žive Zajec 




Slika 25: Vezavna konformacija spojine 10 v CKD Hsp90. Z rdečim krogom so označene aminokisline, 
ki so pomembne za aktivnost zaviralca. Z rumenim krogom so označene aminokisline, ki so v sidranjih 
občasno interagirale z zaviralcem. 
Spojina 10 ima nekoliko drugačno vezavno konformacijo in orientacijo kot druge spojine. N-
3,4-diklorobenzilna skupina se nahaja v lipofilnem žepu C (Slika 13), kjer z LYS607:B tvori 
π-kation interakcijo (razdalja 5 Å). V tem primeru GLU489:B tvori solni mostiček s terciarnim 
aminom (razdalja 1,7 Å). Kisikov atom amidne funkcionalne skupine je akceptor vodikove vezi 
z LEU670:B (razdalja 1,9 Å). OH skupina vezana na piperidin sodeluje kot donor vodikove 
vezi z GLU489:B (razdalja 1,76 Å) in kot akceptor vodikove vezi z GLN493:A (razdalja 1,8 
Å). O-3,4-diklorofenilni del se nahaja v lipofilnem žepu A (Slika 13). Ostale interakcije so van 
der Waalsove in hidrofobne interakcije. 
Čeprav je bila spojina zelo obetavna in so in silico metode dano molekulo zelo dobro ocenile, 
so in vitro metode pokazale slabše, a primerljivo delovanje s spojino 8 v celični liniji MCF-7. 
Razlogov za to bi lahko bilo več, vendar je najverjetnejši razlog ta, da je bil halogeniran 
aromatski obroč prevelik ali pa ima neoptimalen vzorec substitucije za vezavo v dani lipofilni 
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žep, kar je v celoti spremenilo orientacijo molekule v vezavnem žepu. V tem primeru je 
halogeniran aromatski obroč zasedal žep C (Slika 26). Iz nekaterih dobro ocenjenih sidranj, je 
bilo opaženo, da so monohalogenirani ligandi prav tako zasedali ta žep. Prisotnost tega žepa bi 
tudi med drugim lahko razložila slabšo zaviralno aktivnost nekaterih ligandov, saj se s 
fleksibilnostjo ligandov in vezavo v oba žepa B in C zmanjša jakost vezave. Če halogeniran 
aromatski obroč vezan na amin zamenjamo z metilno skupino, kot lahko vidimo pri spojini 8, 
se aktivnost zaviralca poveča okoli šestkrat, vendar pa s tem še zmeraj velik predel lipofilnega 
žepa A ostane nezasedenega. Z opaženimi rezultati bi bilo zanimivo raziskati še nekatere druge 
funkcionalne skupine kot so etilna, izopropilna ali terc-butilna, ki so večje in bolj lipofilne kot 
metilna skupina, vendar pa so še zmeraj manjše od aromata. Poleg tega pa bi bilo smiselno 
raziskati vpliv drugače substituiranih aromatov in heteroaromatov na jakost delovanja. 
 












V sklopu magistrske naloge smo poskusili definirati vezavno mesto zaviralcev CKD Hsp90 in 
najverjetnejši model njihove vezave. Z informacijo o strukturi vezavnega mesta in 
aminokislinah, ki sodelujejo pri vezavi liganda, smo si bolje razjasnili odnos med strukturo in 
delovanjem spojin ter dobili ideje za nadaljnjo optimizacijo. Najpomembnejši dejavnik vezave 
v CKD Hsp90 je struktura, pri kateri imamo lipofilni aromatski obroč in bazični center, med 
njima pa relativno fleksibilen distančnik, ki zagotavlja pravilno medsebojno razdaljo. 3,4-
dikloriran aromatski obroč je izkazal najboljše lastnosti, saj zagotavlja večjo lipofilnost in 
halogene interakcije, ki se najverjetneje vzpostavijo s THR487:B, ASN601:B in THR537:B. 
Zanimivo bi bilo poskusiti tudi s trikloriranimi aromati, saj bi s tem zelo verjetno še izboljšali 
potencial za nastanek halogenih interakcij oziroma bi povečali frekvenco nastanka le-teh, saj bi 
bili pogoji za njih izpolnjeni pogosteje. S tem bi tudi povečali lipofilnost, kar bi še izboljšalo 
van der Waalsove in hidrofobne interakcije. Ugotovljeno je bilo, da je ~25 Å dolg distančnik 
najprimernejši za postavitev lipofilnega dela in bazičnega centra na pravilno prostorsko razdaljo 
(~14 Å). Poleg tega mora distančnik vsebovati tudi aromatski obroč, ki se bo prilegal 
osrednjemu lipofilnemu predelu vezavnega mesta. Prav tako je pomembna postavitev donorjev 
in akceptorjev vodikovih vezi, ki omogočijo interakcije z GLN493:B, GLU489:B, LEU670:A 
in LEU670:B, ki najverjetneje izboljšajo zaviralno aktivnost. Zadnji predel, ki bi ga bilo 
potrebno še dodatno raziskati je bazični center. V bližini aminokisline GLU489:A se nahaja 
lipofilni žep, ki bi lahko nudil dodatne interakcije, ki bi zmanjšale fleksibilnost liganda v 
vezavnem mestu in mu s tem povečale zaviralno aktivnost. Metilna skupina se je izkazala za 
učinkovito, saj je povečala aktivnost zaviralcev, medtem ko je dihalogeniran aromatski obroč 
spojine 10 aktivnost zmanjšal. Razlog za to je najverjetneje velikost. Zanimivo bi bilo raziskati 
še nekatere druge funkcionalne skupine kot so etilna, izopropilna ali terc-butilna ter 
nesubstituirani aromati in heteroaromati, ki so večji in bolj lipofilni kot metilna skupina.  
V sklopu magistrske naloge smo uspešno predlagali model vezave več alosteričnih zaviralcev 
Hsp90, med katerimi je spojina 8 izkazovala najmočnejše delovanje in opisali interakcijske 
odnose med posameznimi deli ligandov in aminokislinami alosteričnega vezavnega mesta. 
Seveda se moramo zavedati, da je predlagan model, le model in bi bilo potrebno za potrditev 
pomembnosti posameznih aminokislin narediti tudi teste mutageneze. S predlaganim modelom 
in izboljšavami ter predlogi za nadaljnje raziskave smo prišli korak bližje do odkritja uspešnih 
zaviralcev CKD Hsp90. Za nadaljnje raziskave in  izboljšave bi bilo smiselno izhajati iz modela 
vezave in strukture spojine 8. 
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